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RESUMEN  
Actualmente la ciencia ha puesto en marcha un auge investigativo a través del regreso en 
la historia al estudio de especies vegetales con potenciales actividades biológicas, siendo 
la propiedad antimicrobiana el principal motivo de interés, con el fin de contrarrestar muchos 
problemas relacionados con microorganismos patógenos en especial aquellos capaces de 
desarrollar mecanismos de resistencia frente a tratamientos antimicrobianos habituales 
como Staphylococcus aureus. En este proyecto se llevó a cabo un estudio de tipo 
exploratorio y cuasi-experimental en donde se determinó la actividad antimicrobiana de los 
aceites esenciales (AEs) de las especies vegetales Citrus limonia y Syzygium aromaticum 
frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Los aceites esenciales fueron 
obtenidos por arrastre por vapor de agua, consiguiendo un rendimiento del 0.64 % para 
Citrus limonia y 1.19 % para Syzygium aromaticum, posteriormente se identificaron los 
componentes bioactivos principales por cromatografía en capa fina (TLC) en función de sus 
factores de retención y características colorimétricas, demostrando la presencia de 
limoneno, citral, geraniol, trans-cariofileno, alfa-pineno, alfa-terpineno y eugenol en el AE 
de Citrus limonia y eugenol en Syzygium aromaticum; finalmente se determinó la actividad 
antimicrobiana de los AEs frente la cepa de Staphylococcus aureus  ATCC 25923 mediante 
el método estandarizado de macrodilución en caldo obteniendo una concentración mínima 
inhibitoria (CMI) de 0.6 % para el AE de Citrus limonia y 0.3 % para Syzygium aromaticum; 
y una concentración mínima bactericida (CMB) mediante la técnica de extensión en agar 
de 2.5 % y 1.25 % respectivamente. 
Palabras clave: Aceite esencial. Limón mandarina. Clavo de olor. Cromatografía en capa 
fina. Actividad antimicrobiana. Concentración mínima inhibitoria. Concentración mínima 
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ABSTRACT 
Currently, science has launched a research boom through the return in history to study plant 
species with potential biological activities, being the main antimicrobial property of interest, 
in order to counteract many problems related to pathogenic microorganisms, especially 
those capable of developing resistance mechanisms against usual antimicrobial treatments 
such as Staphylococcus aureus. In this project an exploratory and quasi-experimental study 
was conducted in which the antimicrobial activity of the essential oils (AEs) of the plant 
species Citrus limonia and Syzygium aromaticum against the Staphylococcus aureus ATCC 
25923 bacteria was determined. The oils essential were obtained by steam traction, 
obtaining a yield of 0.64% for Citrus limonia and 1.19% for Syzygium aromaticum, 
subsequently the main bioactive components were identified by TLC based on their retention 
factors and colorimetric characteristics, demonstrating the presence of Limonene, Citral, 
Geraniol, Trans-Caryophylene, Alpha-Pinene, Alpha-Terpinen and Eugenol in the Citrus 
Limon AE and Eugenol in Syzygium aromaticum; finally, the antimicrobial activity of the AEs 
was determined against the Staphylococcus aureus strain ATCC 25923 by means of the 
standardized method of macrodilution in broth, obtaining a MIC of 0.6% for the Citrus limonia 
AE and 0.3% for Syzygium aromaticum; and a CMB using the agar extension technique of 
2.5% and 1.25% respectively. 
Keywords: Essential oil. Mandarin lemon. Clove. Thin layer chromatography. Antimicrobial 
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En la actualidad la medicina tradicional ha logrado alcanzar un auge debido su gran interés 
como opción terapéutica en un sin número de afecciones, por lo que muchas poblaciones 
y comunidades consideran esta práctica como medio de tratamiento, prevención de 
dolencias y enfermedades o para complementar el tratamiento médico habitual, en general 
buscando mejorar su calidad de vida (López Sánchez, 2005). La Organización Mundial de 
la Salud (OMS) define a la medicina tradicional como “El conjunto de conocimientos, 
aptitudes y prácticas basados en teorías, creencias y experiencias, usados para el 
mantenimiento de la salud, así como para la prevención, el diagnóstico, la mejora o el 
tratamiento de enfermedades físicas o mentales” (OMS, 2013). 
 
La población ecuatoriana debido a su cultura se encuentra estrechamente ligada al uso de 
plantas medicinales para el tratamiento de algunas afecciones, lo que genera gran interés 
por buscar un avance en el estudio de esta práctica. En el Ecuador existen alrededor de 
2900 plantas de uso medicinal, de las cuales un gran porcentaje ha sido utilizado desde la 
antigüedad como medio de tratamiento para resfríos, cefaleas, como cicatrizantes, para 
tratar molestias estomacales, combatir infecciones, en otras (Cerón Martínez, 2006). 
 
Gran porcentaje de las especies vegetales, en especial plantas del tipo aromático son 
capaces de producir aceites esenciales, sustancias que otorgan el olor característico,  
coadyuvan en la polinización y protegen a las plantas a través del metabolismo secundario. 
Diferentes procesos analíticos han permitido determinar la composición química y posibles 
actividades biológicas de muchos aceites esenciales convirtiéndolos en un recurso de 
interés dentro del ámbito farmacéutico, cosmético y alimentario (Sierra, Barros, Gómez, 
Mejía, & Suárez, 2018). 
 
Los aceites esenciales (AEs) de una gran variedad de especies han sido estudiados como 
posibles alternativas para tratar infecciones causadas por microorganismos patógenos, 
fundamentándose en la presencia de componentes activos capaces de interactuar con 
bacterias principalmente a nivel de la pared y membrana celular de naturaleza lipofílica, 
ocasionando una alteración a nivel de las capas de polisacáridos, ácidos grasos y 
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fosfolípidos, la salida de componentes intracitoplasmáticos y consecuentemente la muerte 
de la célula bacteriana (Bustos, Hamdan, & Gutiérrez, 2006; Rueda & Cuadro, 2012). 
 
La industria farmacéutica ha desarrollado continuamente nuevas moléculas y 
medicamentos de origen natural y sintéticos para tratar de erradicar o controlar un 
sinnúmero de infecciones causadas por microorganismos patógenos como es el caso de 
Staphylococcus aureus, una bacteria Gram positiva capaz de ocasionar infecciones 
comunitarias y hospitalarias que alcanzan una tasa de mortalidad del 60%, en su mayoría 
pacientes con bacteriemia, motivo que causa incertidumbre en el tratamiento antibiótico 
habitual debido a la aparición de cepas resistentes (Belloso, 2010; Usano et al., 2014). 
 
Este trabajo determinó la presencia de los componentes bioactivos más representativos 
que constituyen los aceites esenciales de las especies vegetales Syzygium aromaticum 
(clavo de olor) y Citrus limonia (limón variedad mandarina), empleando cromatografía en 
capa fina (TLC); y la posible actividad antimicrobiana frente a una cepa estandarizada de 
Staphylococcus aureus  ATCC 25923 mediante macrodilución en caldo, representando 
dicha actividad por la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y la Concentración Mínima 
Bactericida (CMB) (Argote, et al., 2017; Armas, et al., 2011; Pardo et al., 2017; Wagner & 
Bladt, 1996). 
 
1.2 Identificación del problema  
Staphylococcus aureus ha generado un gran impacto en la salud mundial debido a que, a 
pesar de que en la mayoría de los casos no produce afecciones graves, puede provocar 
enfermedades que ponen en riesgo la vida del paciente si llegaran a comprometer órganos 
vitales, es así que, la OMS clasifica a S. aureus como un patógeno de prioridad elevada 
debido a que en las últimas décadas este microorganismo ha ido adquiriendo resistencia a 
múltiples antibióticos y ante la creciente problemática es indispensable buscar nuevas 
alternativas para hacer frente a este tipo de microorganismos ya que las opciones 
terapéuticas habituales para tratarlas se encuentran cada vez más limitadas. Diversos 
estudios realizados con aceites esenciales de plantas usadas comúnmente en la medicina 
tradicional han generado datos sostenibles acerca del potencial antimicrobiano que pueden 
llegar a tener muchas especies vegetales (Rueda & Cuadro, 2012; OPS, 2013; Gil, 2000; 
Miranda Novales, 2011). 
 
 Leonardo Enrique Castro Garzón 
Dario Vinicio Castro Urdiales                                                                                                      Página | 17                                                                                       
1.3 Justificación 
En el Ecuador existe una gran variedad de plantas medicinales de las cuales se ha podido 
extraer aceites esenciales debido a la actividad que otorgan sus principios activos, los 
cuales, mediante procesos tecnológicos con el pasar de los años han llegado a formar parte 
de distintos productos, tanto  en el  área de la cosmética,  de alimentos, así como en 
productos farmacéuticos; sin embargo, las propiedades medicinales son las que sobresalen 
por el auge investigativo que  busca combinar la medicina tradicional con la moderna en la 
generación de nuevas opciones terapéuticas (Herrero, 2015). 
 
Citrus limonia y Syzygium aromaticum son dos especies vegetales conocidas en el ámbito 
culinario, sin embargo, sus cualidades medicinales también los hace conocidos en la 
terapéutica tradicional principalmente debido a sus propiedades antimicrobianas, por lo que 
el estudio de sus aceites esenciales, los cuales concentran gran porcentaje de los principios 
activos presentes en el vegetal, permite confirmar y dar soporte a dichas creencias 
populares (Aguilar & López Malo, 2014; Contreras et al., 2014). 
 
Es por esto que se planteó utilizar los aceites esenciales de Citrus limonia y  Syzygium 
aromaticum para realizar la identificación cualitativa de sus componentes bioactivos  
empleando para ello la técnica de cromatografía en capa fina (TLC) y  posteriormente 
determinar  la sensibilidad in vitro  frente a Staphylococcus aureus, por el método de difusión 
en agar (Aguilar & López Malo, 2014; Contreras et al., 2014). 
La considerable cantidad  de  compuestos fenólicos como eugenol y acetato de eugenilo 
presentes en el aceite esencial de Syzygium aromaticum y compuestos terpénicos como 
limoneno, β-pineno y γ-terpineno en el aceite esencial de la mayoría de los cítricos sugieren 
una capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano al entrar en contacto con su estructura 
celular, si bien el mecanismo de acción de los AEs no se encuentra del todo esclarecido, 
estudios mencionan que la posible actividad antimicrobiana se debe a la sinergia de los 
componentes que los constituyen, interactuando con la pared y membrana celular causando 
una desestabilización de la misma a causa de la hidrofobicidad de los AEs llevando al 
microorganismo a su muerte (Armas, et al., 2011; Argote, et al., 2017). 
 
La finalidad de este proyecto fue aportar información respecto a la Concentración Mínima 
Inhibitoria (CMI) y Concentración Mínima Bactericida (CMB) de los AEs de Citrus limonia y 
Syzygium aromaticum frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, mismo que se llevó a 
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cabo en base a estudios realizados por Fu et al. (2007) y Argote et al. (2017) quienes 
estudiaron la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales del género Citrus y de 
Syzygium aromaticum respectivamente frente a S. aureus; de modo que los resultados 
obtenidos puedan aportar al desarrollo científico e impulsar al continuo estudio de la 
biodiversidad del país en el ámbito terapéutico.  
 
1.4 Hipótesis  
Los aceites esenciales de Syzygium aromaticum y Citrus limonia son capaces  de inhibir el 
crecimiento de cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923. 
1.5 Objetivos general y específicos 
 
1.5.1 Objetivo general 
Determinar las composición fitoquímica de los aceites esenciales de Syzygium aromaticum 
y Citrus limonia y actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus cepa ATCC 
25923. 
 
1.5.2 Objetivos específicos 
● Identificar los principales constituyentes presentes en los aceites esenciales  de 
Syzygium aromaticum y Citrus limonia por el método de cromatografía en capa fina 
(TLC). 
 
● Establecer la CMI de los aceites esenciales de Syzygium aromaticum y Citrus 
limonia frente a Staphylococcus aureus  ATCC 25923, mediante el método  de 
macrodilución en caldo. 
 
● Establecer la CMB de los aceites esenciales de Syzygium aromaticum y Citrus 
limonia frente a Staphylococcus aureus  ATCC 25923, mediante el método 
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CAPÍTULO 2 
MARCO TEÓRICO 
Ecuador es conocido por su inmensa biodiversidad tanto en fauna como flora siendo  este 
último de gran interés científico por las propiedades medicinales en potencia que poseen, 
de las cuales solo un pequeño porcentaje ha sido estudiado y caracterizado; la práctica de 
la medicina tradicional se ha mantenido viva con el pasar de los años, impartiendo estos 
conocimientos de generación en generación a diferencia de los países industrializados en 
los cuales estas prácticas han sido reemplazadas por los avances científicos enfocadas a 
nuevas técnicas para el tratamiento y prevención de muchas enfermedades, de las cuales 
gran parte se fundamentan en conocimientos tradicionales (Cabrera et al., 2005; Bellosos, 
2010). 
La OMS aunque acepta la existencia de las prácticas alternativas a la medicina, trata de 
limitar su alcance hacia la población debido al poco fundamento del que gozan algunas de 
estas técnicas, sin embargo, tiene en mención particularmente a la fitoterapia (OMS, 2013). 
A diferencia de la OMS, las organizaciones no gubernamentales (ONG) como la ONG de la 
salud, no limita esta práctica a la población, por el contrario la incentivan. Hoy en día, al 
menos en Ecuador la práctica por parte de los chamanes ha sido motivo de apoyo, 
incentivación y apreciación, hasta el punto de ser reconocido como patrimonio cultural 
(Ortega, 2018). 
 
2.1 Aceites esenciales 
El aceite esencial (AE) constituye un grupo de mezclas complejas de distintos compuestos  
derivados del metabolismo secundario de ciertas plantas, principalmente en las 
denominadas “plantas aromáticas” la síntesis y almacenamiento de estos compuestos se 
produce en distintas estructuras localizadas en hojas, flores, frutos, etc (Rodas Ceballos, 
2012; Usano et al. 2014).  
2.1.1 Propiedades de los aceites esenciales   
Los AEs generalmente conforman del 0,01 al 10% del peso total de las plantas, las 
estructuras especializadas en su producción se encuentran en la superficie de la estructura 
vegetal como células oleíferas (Rodas Ceballos, 2012; SENA, 2010). 
Algunas de las propiedades físicas más estudiadas son: elevada volatilidad, líquidos a 
temperatura ambiente, solubles en alcohol de alto porcentaje, densidad menor al agua 
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(excepciones), insoluble en agua, incoloros o amarillentos en un principio y alto índice de 
refracción (López et al., 2009). 
La mayoría de los AEs poseen muchos constituyentes químicos en su composición 
pudiendo contener de 50 a 300 compuestos diferentes, a los cuales se les ha acreditado 
las propiedades biológicas que los caracterizan (Ruiz, Díaz, & Rojas, 2015). En la tabla 1 
se presentan las propiedades biológicas de algunos AEs. 
Tabla 1. Propiedades biológicas de los principales  aceites esenciales 
Propiedad Aceite esencial Función 
Antiséptico 




Combate mohos, bacterias Gram 
positivas y Gram negativas 
Antitóxica 
Lavanda, tomillo, salvia, 
romero 
Inhibe productos que degradan 
células 
Cicatrizante 
Lavanda, laurel, salvia, 
sándalo 
Estimulan la regeneración celular 
Antiparasitarios Tomillo, Geranio, Laurel Ahuyentan polillas y mosquitos 
Antivenenoso Lavanda, geranio 
Neutralizan venenos de abejas, 









Tratamiento de cólicos, colon 




Tratamiento de afecciones 
articulares 
 
Fuente: (Padrini & Lucheroni, 2000) 
 
2.1.2 Volatilidad de los aceites esenciales 
La velocidad con la que los AEs se diseminan en el aire se conoce como índice de 
volatilidad (Stashenko, 2009). En la tabla 2 se presenta una escala de volatilidad de algunos  
aceites esenciales. 
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Fuente: (Padrini & Lucheroni, 2000) 
 
De esta manera según se tiene una clasificación de los aceites esenciales agrupándolos en 
tres categorías: 
- Índice superior: esencias ligeras que se evaporan rápidamente. 
- Índice intermedio: esencias que se evaporan a una velocidad intermedia. 
- índice inferior o básico: esencias que se evaporan con mayor lentitud. 
 
2.1.3 Métodos de extracción 
Es importante tener en cuenta que no se puede extraer AEs de todas las plantas (Albarracín 
& Gallo, 2003). En la tabla 3 se presenta un resumen de los métodos de extracción de 
aceites esenciales y mezcla aromáticas. 
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Tabla 3. Métodos de extracción de aceites esenciales y mezclas aromáticas 













Resinas, bálsamos, aceites 
Destilación 
Directa o simple 
Aceites esenciales y aguas 
aromáticas 





Solventes volátiles Resinoides alcohólicos 
Técnicas de 
vanguardia 
Extracción por microonda 
Aumentan extracción y 
reducen el tiempo 
Extracción con fluido en 
estado supercrítico 
 
 Fuente: (Albarracín & Gallo, 2003) 
 
Destilación por arrastre con vapor 
Este proceso consiste en la destilación de dos líquidos inmiscibles entre sí, se lo realiza 
mediante el depósito de la materia vegetal fresca y troceada en un recipiente, al mismo 
tiempo que en otro recipiente se generan vapores de agua por aplicación de calor, estos 
vapores son inyectados en el material vegetal a través de un conducto que conecta ambos 
recipientes, arrastrando el aceite esencial en fase de vapor, el cual se condensa y vuelve a 
la fase líquida que es recogida en un recipiente, teniendo como resultado una mezcla de 
fases oleosa y acuosa, que pueden ser separadas por decantación y mediante un 
tratamiento con sulfato de sodio anhidro que permitirá eliminar el contenido de agua 
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remanente en el aceite (López et al., 2009). En la ilustración 1 se representa el ensamblado 
del equipo de destilación. 
 
Ilustración 1. Destilación por arrastre con vapor 
 
Fuente: (López et al., 2009) 
2.1.4 Conservación de los aceites esenciales 
Cuando los aceites esenciales son almacenados de manera adecuada sin recibir luz directa 
del sol, ni calor y su exposición al ambiente es la menor posible, pueden llegar a durar hasta 
5 años conservando sus propiedades de manera intacta (Vida, 2013). 
2.1.5 Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales 
No está esclarecido un mecanismo de acción específico para los AEs debido a que son 
mezclas constituidas por diversos componentes, sin embargo, debido a su naturaleza 
lipofílica son comúnmente asociados a una acción sobre la pared celular, por lo que es 
probable que las bacterias Gram positivas sean más sensibles por sobre las Gram 
negativas, ya que la ausencia del espacio periplásmico en las bacterias Gram positivas 
podría facilitar la penetración de los componentes bioactivos de los AEs en el citoplasma y 
núcleo de la célula bacteriana (Armas, et al., 2011).  
Algunos estudios aseguran que la actividad antimicrobiana también está relacionada a la 
concentración a la cual se exponen los agentes patógenos, de manera que, a bajas 
concentraciones se produce un efecto bacteriostático mediante la alteración al “quorum 
sensing”, donde las bacterias a través de constantes interacciones secretan 
“autoinductores” que incrementan sus factores de patogenicidad; a altas concentraciones 
se produce un efecto bactericida presumiblemente al interferir en la síntesis de proteínas, 
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reducción en los niveles de ATP, coagulación de proteínas en el citoplasma o variaciones 
en el pH que pueden afectar procesos metabólicos (Zekaria, 2008).  
2.2 Citrus limonia (Limón mandarina) 
 




El limón mandarina tiene sus orígenes en la India, siendo introducido a fines del siglo XIX 
a Estados Unidos y desde entonces extendidos hacia Medio Oriente, África y Europa 
(Restrepo, 2012). 
El árbol de limón mandarina puede crecer hasta 3.5 metros de alto,  tal como se muestra 
en la ilustración 2, posee tallos con una considerable cantidad de espinas que pueden medir 
hasta 1 cm de largo. Las hojas son elípticas de borde entero, las flores son pequeñas 
blancas o violáceas. El  fruto es de color verde y liso en un principio luego se torna 
anaranjado y rugoso, posee epicarpio delgado, pulpa anaranjada con vesículas rellenas. Al 
fruto se lo conoce de diversas maneras, por ejemplo, limón mandarina, limón real, limón 
injerto, limón rugoso,, etc. (Stampella et al., 2013). 
Stampella et al. (2013) clasifican taxonómicamente a Citrus limonia  según la tabla 4. 
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Tabla 4. Clasificación taxonómica de Citrus limonia (limón mandarina) 
 
  Fuente: (Stampella et al., 2013) 
El clima adecuado para que Citrus limonia pueda perpetuar, es el tropical (23ºC-24ºC). No 
es exigente en cuanto a las condiciones del suelo, siempre y cuando tenga un buen drenaje, 
materia orgánica suficiente y una acidez (pH 6.1-6.7) (Restrepo, 2012). 
El aceite esencial de todos los cítricos constan en su mayoría de hidrocarburos no 
oxigenados como el limoneno; hidrocarburos oxigenados como linalol, entre otros 
(Navarrete et al., 2010). En la tabla 5 e ilustración 3 se presenta una clasificación de los 
componentes químicos de los aceites esenciales de la mayoría de los cítricos y su 
estructura química respectivamente. 
Tabla 5. Composición química de los aceites esenciales de los cítricos 
   
Fuente: (Navarrete et al., 2010) 
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Ilustración 3. Estructura química de los componentes principales de los aceites 
esenciales de los cítricos 
 
Fuente: (Cerutti & Neumayer, 2004) 
 
Las altas tasas de vitamina C de Citrus limonia lo hacen adecuado para mantener fuerte el 
sistema inmunológico, además, su aceite esencial actúa como antibacteriano en casos de 
heridas cutáneas como el acné, incluso se piensa que puede ayudar para tratar la obesidad 
(Restrepo, 2012). 
 
2.3 Clavo de olor (Syzygium aromaticum) 
 




Se trata de un árbol de la familia Myrtaceae de origen Indonesio. Su nombre clavo se debe 
a que el botón floral tiene un parecido con este objeto, tal como se presenta en la ilustración 
4,  también se conocen como girofles. Sus orígenes se remontan a las Islas Molucas de 
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Indonesia en donde se limitaba su producción hasta el momento en que se dio a conocer 
al mundo (González & López, 2013). 
El árbol del clavo mantiene su follaje durante todo el año y llega a crecer de 10 a 20 metros. 
Las flores en principio aparentan un color pálido, luego cambia hacia un verde y 
posteriormente se tornan de color rojizo, lo que indica que están listas para la cosecha. La 
flor posee un receptáculo (ovario) en el cual se disponen: 4 sépalos, 4 pétalos y algunos 
estambres (González & López, 2013). 
González y López (2013) clasifican taxonómicamente al clavo de olor según la tabla 6.  
Tabla 6. Clasificación taxonómica de Syzygium aromaticum (clavo de olor) 
 
 Fuente: (González & López, 2013) 
 
El árbol del Syzygium aromaticum puede perpetuar en zonas con clima cálido, suelo rico 
en materia orgánica con un buen drenaje (González & López, 2013). 
En la composición química del aceite esencial de clavo de olor predomina el eugenol (72 - 
90 %), el mismo que proporciona su aroma característico. También presenta otros 
componentes, los cuales se indican en el tabla 7 (Celis Urquiza ,2010). 
Tabla 7. Composición porcentual del aceite esencial de Syzygium aromaticum 




Eugenol acetato 7.06 
Ethyl octanoato Tr 
α-cubebeno Tr 
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Etil benzoato Tr 
α-Muroleno Tr 







Fuente: (Celis Urquiza, 2010) 
 
El clavo de olor posee un aroma fuerte y delicioso, lo que lo hace uno de los principales 
componentes empleados en el arte culinario. También es utilizado como aromatizante de 
algunas formulaciones cosméticas y algunas bebidas (González & López, 2013).  
La composición predominante en eugenol y trazas de salicilato de metilo lo hace muy 
empleado para tratar pequeñas dolencias dentales debido a su actividad anestésica. Es 
conocido además por sus propiedades antihelmínticas, así como antibacterianas y 
fungicidas (Celis Urquiza, 2010). 
2.4 Cromatografía 
La cromatografía es el proceso físico por el cual se pueden separar los constituyentes de 
una mezcla de sustancias en un tiempo determinado, distribuyendolos entre dos fases, una 
estacionaria o inmóvil y otra móvil en una dirección definida (Romero García, 2002). 
 
Cromatografía en fase normal (NPC) 
Alude a una corrida cromatográfica en el que la fase estacionaria es polar debido a su matriz 
de alúmina, sílica o incluso estructurado por moléculas orgánicas, tal como se muestra en 
la ilustración 5, y la fase móvil es menos polar, de esta manera la fase estacionaria al poseer 
sitios polares permite separar al analito de acuerdo al grupo activo (Henríquez, 2017). 
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Ilustración 5. Estructura molecular de la sílica en fase estacionaria normal 
 
Fuente: (Henríquez, 2017) 
 
Cromatografía en fase reversa (RPC) 
El principio es similar al de cromatografía en fase normal, difiriendo en la estructura de la 
fase estacionaria, ya que su matriz consiste en sílica modificada con compuestos 
hidrofóbicos (hidrocarburos saturados, insaturados o aromáticos), tal como se muestra en 
la ilustración 6, como resultado la fase es apolar y por lo tanto requiere de una fase móvil 
más polar (Henríquez, 2017). 
 
Ilustración 6 Matriz apolar de la fase estacionaria 
 
Fuente: (Henríquez, 2017) 
2.5 Cromatografía en capa fina (TLC) 
Corresponde a una cromatografía en fase normal (NPC) del tipo líquido-sólido,  cuyo 
mecanismo de operación se basa en un proceso de adsorción, es decir, en el que la fase 
móvil puede ser un disolvente o una mezcla de estos, mientras que la fase estacionaria se 
trata de un adsorbente dispuesto uniformemente sobre un soporte en el cual quedarán 
retenidos los analitos separados, fenómeno conocido como retención. La TLC permite 
 Leonardo Enrique Castro Garzón 
Dario Vinicio Castro Urdiales                                                                                                      Página | 30                                                                                       
manejar una estrecha relación en cuanto a la polaridad, así, el eluyente que se requiera 
emplear será menos polar que la fase estacionaria de modo que los analitos con grupos 
funcionales más polares alcanzarán velocidades de desplazamiento mayores, en la tabla 8 
se muestra una representación del orden creciente de polaridad de los grupos funcionales 
de los compuestos orgánicos   (Romero García, 2002). 
 















Cloroalcanos = H. aromáticos 
Alquenos 
Alcanos 
Fuente: (Waksmundzka, et al., 2008) 
 
Según Waksmundzka et al. (2008), los grupos funcionales de los compuestos orgánicos 
suelen formar asociaciones moleculares con las bases polares de la fase estacionaria, de 
esta manera la retención del analito se incrementa proporcionalmente al aumento de su 
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Fuente: (Waksmundzka, et al., 2008) 
 
La polaridad de la sílica gel la hace el adsorbente de elección para el análisis de 
compuestos orgánicos como los aceites esenciales, ya que gracias a sus grupos silanol, 
asegura una fuerte retención de los analitos (UCDAVIS, 2019). 
 
Elección de la fase móvil 
Al momento de escoger una fase móvil se deben tener en cuenta varios factores como: 
costo, pureza, volatilidad, miscibilidad, fuerza de elución y polaridad (UNAM, 2007; 
Waksmundzka, et al., 2008), en la tabla 10 se presenta el orden creciente de polaridad de 
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Éter de petróleo 
n- hexano 
 
Fuente: (UNAM, 2007) 
 
La relación de polaridad entre la fase móvil, la estacionaria y los analitos, requiere que la 
elección del eluyente sea de manera empírica, tal como se presenta en la ilustración 7 hasta 
obtener resultados aceptables, (UNAM, 2007). 




Es la capacidad que tienen algunas sustancias para formar una disolución en cualquier 
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mezcla de fases móviles ya que para la corrida cromatográfica se precisa de una fase móvil 
homogénea (Chaca Palango, 2018). 
 
Número de miscibilidad (M) 
La capacidad que tienen los solventes de lograr la uniformidad se encuentra representado 
por los números M. En el anexo 1 se presenta una clasificación de los solventes más 
empleados en TLC con sus respectivos números M. Con este parámetro es posible predecir 
la miscibilidad de dos solventes, de acuerdo a la siguiente fórmula: 
MAB = MA - MB 
Donde: 
- MA = número de miscibilidad mayor  
- MB = número de miscibilidad menor 
Interpretación: 
- 15 o menos, los solventes serán miscibles a cualquier proporción a 15ºC. 
- 16, los solventes son miscibles de  25ºC a 75ºC. 
- 17 o más, los solventes son inmiscibles entre sí (Cientisol, 2014). 
 
Elección del revelador 
Para la fase de revelado se puede escoger empíricamente entre técnicas químicas como 
vainillina y anisaldehído/H2SO4; o físicas como la luz UV (Skoog et al., 2001). 
 
Corrida cromatográfica 
El desarrollo de la corrida cromatográfica consiste en sembrar en uno de los extremos de 
la fase estacionaria la muestra a analizar, así, al ponerla en contacto con la fase móvil, ésta 
ascenderá por capilaridad arrastrando y separando los analitos, los cuales quedarán 
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Factor de retención (Rf) 
El Rf nos indica el tiempo en el cual el analito se sitúa en la fase estacionaria acorde al 
tiempo que permanece en la fase móvil. El valor del Rf suele tener una variación de ± 20% 
por lo que es recomendable realizar duplicados de la prueba (UNAM, 2007). 
 
Factores que influyen en Cromatografía de Capa Fina 
La variación en la caracterización colorimétrica y el cálculo de los Rf se debe principalmente 
a los siguientes factores: 
- Temperatura: los analitos eluyen con mayor fuerza a menor temperatura. 
- Inocuidad de las placas: evitan interferencias en la elución. 
- Cantidad sembrada: aumentos de muestra incrementan los valores de Rf. 
- Fase estacionaria: calidad, pureza, espesor de la fase y activación de la placa. 
- Fase móvil: calidad y pureza de los solventes. 
- Naturaleza de la mezcla: muchos constituyentes interfieren en la identificación 
colorimétrica (Sánchez, 2010). 
2.6 Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus durante mucho tiempo se ha caracterizado por ser un 
microorganismo causante de patogenicidad en el ser humano, destacando entre sus tantas 
afecciones la bacteriemia, infección del SNC,  afecciones cutáneas y de tejidos blandos. 
Debido a su singularidad de encontrarse en muchos lugares con una prevalencia 
considerable en insumos e instrumental médico, se ha considerado como un organismo de 
interés clínico en infecciones nosocomiales. Suele habitar zonas húmedas del cuerpo como 
axilas, pliegues inguinales y en especial el vestíbulo nasal anterior (Gil, 2000).   
 
Morfología microscópica 
Se trata de cocos Gram positivos de 0.8 a 1.5 micras de diámetro, se presentan en forma 
individual, pares, tétradas, cadenas y en racimos (Zendejas, Ávalos, & Soto, 2014), en la 
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Ilustración 8. Tinción de Gram de Staphylococcus aureus. Vista en microscopio óptico 





Las colonias de S. aureus son lisas, de borde definido,  ligeramente convexas, de 1 a 3 mm 
de diámetro, blanquecinas o amarillas (24 - 48h de incubación), éste último es la razón por 
la que también se lo conoce como Estafilococo dorado. Cultivado en agar con sangre 
desfibrinada de cordero al 5% se puede apreciar zonas de beta hemólisis, tal como se 
muestra en la Ilustración 9 (Zendejas et al., 2014).  
 
Ilustración 9. S. aureus cultivado en agar sangre enriquecido con sangre de cordero al 5% 
a 37ºC: a) 24 horas; b) 48 horas; c) zonas de beta hemólisis alrededor de las colonias.  
 
Fuente: (Silva, 2007) 
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En la tabla 11 se presentan algunos factores de patogenicidad de S. aureus los cuales se 
encuentran clasificados en 3 grupos. 
Tabla 11. Factores de patogenicidad de Staphylococcus aureus 
Factores de patogenicidad Propiedades 














Formación de absceso 







Toxina del shock tóxico 
Enterotoxinas 
Rotura de la membrana celular 






Fuente: (Zendejas et al., 2014) 
Factores predisponentes  
Las afecciones ocasionadas por S. aureus también están condicionadas por alteraciones 
en el sistema inmunológico del huésped, como: modificación en la quimiotaxis leucocitaria, 
lesiones cutáneas y enfermedades crónicas (Zendejas et al., 2014). 
 
Patogenia 
S. aureus tiene la capacidad de afectar al organismo a través de invasión directa, 
diseminación sanguínea o por acción de toxinas según lo indica la tabla 12. 
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Tabla 12. Infecciones ocasionadas por Staphylococcus aureus 
Invasión directa 
Superficial 
- Piodermas  
- Infección de piel y tejidos     
  blandos 
Profunda 





- Bacteriemia con o sin shock o falla multiorgánica 
- Abscesos metastásicos (cerebro, pulmón, hígado, etc.) 
Enfermedad 
mediada   por 
toxinas 
- Síndrome de piel escaldada 
- Intoxicación alimentaria 
- Síndrome del shock tóxico 
 
Fuente: (Zendejas et al., 2014) 
 
2.7 Evaluación de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales 
Se ha comprobado que los aceites esenciales tienen una considerable actividad 
antimicrobiana contra diversos patógenos, sin embargo, la metodología empleada en su 
evaluación no está del todo establecida, principalmente debido a que sus propiedades 
químicas suelen causar interacciones con las bases prácticas de cada método. Hoy en día 
existen diversos procesos que permiten determinar la actividad bacteriostática o bactericida 
de estos compuestos, permitiendo clasificarlos en base a una exposición directa y en fase 
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Tabla 13. Métodos de determinación de actividad antimicrobiana de aceites esenciales 
por contacto directo 
Método Variaciones Fundamento 
Difusión en 
agar 
Discos de papel 
Discos de papel filtro impregnados en una 
concentración conocida de AE se ponen en contacto 
con la cepa, evidenciando zonas de inhibición  
Inoculación 
Perforaciones en el agar con la cepa son inoculadas 
con concentraciones conocidas de AE, evidenciando 




Diluciones seriadas del AE con caldo son añadidos a 
tubos de 1 a 10 ml en los que se inocula un número 
constante de células bacterianas, la presencia de 
turbidez reflejan el crecimiento del microorganismo.  
Microdilución 
Diluciones crecientes del AE con caldo son añadidos 
a pocillos de 500ul en los que se inocula un número 
constante de células bacterianas, la presencia de 
turbidez reflejan el crecimiento del microorganismo. 
Fuente: (Reyes et al., 2014) 
Tabla 14. Métodos de determinación de actividad antimicrobiana de aceites esenciales en 
fase de vapor 
Método Fundamento 
Caja Petri invertida 
La cepa inoculada en el agar es incubada de forma 
invertida con un papel filtro embebido en una concentración 
conocida de AE diluido colocado en la cara interna de la  
tapa. La CMI se basa en la menor concentración en que los 
vapores inhiben el crecimiento bacteriano. 
Cámaras herméticas 
Consiste en crear atmósferas con vapores de AE de 
concentración conocida dentro de una cámara en la cual se 
depositan agares inoculados, evidenciándose la 
disminución del crecimiento, zonas de inhibición o 
reducción del número de colonias 
Fuente: (Reyes et al., 2014) 
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2.7.1 Difusión en agar por discos de papel o método de Kirby Bauer modificado 
El aceite esencial impregnado en los discos de papel se va a difundir en el agar donde se 
encuentra sembrada la cepa bacteriana, inhibiendo así su crecimiento, el cual se evidencia 
a través de la formación de zonas de inhibición en función de la concentración empleada. 
La difusión en agar es un método muy reproducible, sin embargo, no es aplicable a todos 
los aceites esenciales. (Reyes et al., 2014).  
 
Volatilidad 
La evaporación de los componentes durante el periodo de incubación, descartan a aquellos 
aceites esenciales que se volatilizan rápidamente, por lo que únicamente son aplicables a 




La naturaleza de los AEs no siempre permite una completa interacción con la fase acuosa 
del medio de cultivo, por ende, la difusión de los compuestos en el agar se complica, sin 
embargo, el uso de polisorbatos permiten mezclar aquellas sustancias que normalmente no 
son miscibles entre sí debido a su propiedad emulgente (Ramírez & Marín, 2012).  
 
2.7.2 Macrodilución en caldo 
La dilución en agar y dilución en caldo son las principales técnicas empleadas en la 
valoración de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y la Concentración Mínima 
Bactericida (CMB) siendo indicadores condicionales en la determinación del potencial de 
los agentes antimicrobianos, englobando antibióticos y sustancias que “destruyen” 
(actividad bactericida) o inhiben el crecimiento visible (actividad bacteriostática) de ciertos 
microorganismos. En el diagnóstico de laboratorio, la macrodilución en caldo, es un método 
poco utilizado más que en casos especiales asociados a patologías como artritis, 
osteomielitis, endocarditis, entre otras, sin embargo, a nivel investigativo es un método 
clave, ya que permite determinar la actividad antimicrobiana de compuestos de origen 
orgánico y sintético frente a nuevos patógenos (Picazo, 2000; Ramirez & Marín, 2009). 
 
La prueba de macrodilución consiste en una serie de tubos que va a contener diluciones 
seriadas del extracto de las plantas a estudiarse en donde se inocula posteriormente el 
microorganismo a testear; se evalúa visualmente la presencia de turbidez como indicador 
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de crecimiento bacteriano tras la incubación de los tubos para la determinación de la CMI 
(Ramirez & Marín, 2009).  
 
Concentración mínima inhibitoria (CMI) 
Determina la mínima concentración de un antimicrobiano (en μg/mL) capaz de inhibir el 
crecimiento visible de una cepa bacteriana luego de la incubación en condiciones 
estandarizadas. Se considera una “prueba de oro” ya que se utiliza como una confirmación 
cuando existe de por medio pruebas preliminares de susceptibilidades antimicrobiana cuyos 
resultados son indeterminados (Horna Quintana et al., 2005). 
 
Concentración mínima bactericida (CMB) 
Determina la mínima concentración a la que un antimicrobiano puede matar una cepa 
bacteriana. El principio de la metodología es similar a la utilizada para determinar la CMI 
por dilución en caldo con sus respectivas modificaciones para bacterias nutricionalmente 
exigentes (Horna Quintana et al., 2005).  
 
La CMI y CMB de los antimicrobianos se encuentran muy cercanas, difiriendo sus 
resultados en una o dos diluciones. Cuando esto no se cumple, se presentan los fenómenos 
de tolerancia, prevalencia y paradójica de Eagle (Picazo, 2000). 
 
Tolerancia 
Permite determinar la reducción o ausencia de la capacidad bactericida de una sustancia 
frente a un microorganismo específico. Aludiendo a la necesidad de adicionar otro 
compuesto con propiedades antimicrobianas (Picazo, 2000). 
 
Persistencia 
Fenómeno que se presenta cuando la cepa bacteriana se resiste a la acción del 
antimicrobiano. Presente en el 0.1% de los casos, razón de que la CMB representa la 
eliminación del 99% de la cepa bacteriana (Picazo, 2000). 
 
Fenómeno paradójico de Eagle 
Disposición de un elevado número de bacterias en concentraciones mayores a la 
concentración mínima bactericida (Picazo, 2000) 
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3.1 Tipo de investigación 
La presente investigación es de tipo exploratorio y cuasi-experimental. 
 
3.2 Ubicación  
Los análisis fitoquímico y microbiológico se realizaron en los laboratorios de 
Farmacognosia, Análisis Biológico y Microbiología de Alimentos de la Universidad de 
Cuenca, ubicada en la ciudad de Cuenca, Provincia del Azuay; latitud: 2°54'2.49"S longitud: 
79° 0'36.42"O. 
 
Los frutos de Citrus limonia fueron obtenidos en el Recinto de La Unión del cantón Santo 
Domingo de los Colorados, Provincia de Santo Domingo de los Tsáchilas; latitud: 
0°16'59.88"S longitud: 79°13'22.86"O según se observa en la ilustración 10. 
 
Ilustración 10. Recinto la Unión, Cantón Santo Domingo de los Colorados, Provincia de 
Santo Domingo de los Tsáchilas.  
 
Fuente: Google Earth 
 
Las flores secas de Syzygium aromaticum fueron recolectadas de cinco centros de abasto 
ubicado en los alrededores del “Mercado 10 de Agosto” de la Ciudad de Cuenca, Provincia 
del Azuay; latitud: 2°53'56.99"S longitud:  79° 0'27.44"O, según se observa en la ilustración 
11. 
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Ilustración 11. Mercado “10 de Agosto”, Ciudad de Cuenca, Provincia del Azuay 
 
Fuente: Google Earth 
 
3.3 Obtención y procesamiento de la materia prima  
 
Recolección  
Los frutos fueron recolectados procurando que no entren en contacto en ningún momento 
con el suelo, colocando los mismos en una bolsa de malla (saquillo) limpia y aireada hasta 
su traslado al lugar de procesamiento. La recolección se realizó de forma ecológica y 
manual, utilizando un gancho para las partes elevadas del árbol, considerando las 
directrices de la OMS sobre buenas prácticas agrícolas y de recolección (BPAR) de plantas 
medicinales (OMS, 2003). 
 
Se identificaron 5 centros de abastos disponibles para la venta de clavo de olor al granel en 
los alrededores del mercado “10 de Agosto”, de los cuales se tomaron 200 g de muestra 
por cada lugar, según la NTON-17002-02 “Norma de Procedimiento para Muestreo de 
Productos Vegetales”, ver anexo 2 (NTON-17002, 2002). La muestra obtenida se etiquetó 
y se transportó al laboratorio para su procesamiento, evitando el sub - empaquetamiento 
durante su traslado. En el laboratorio se mezclaron las muestras recolectadas y se extrajo 
continua y aleatoriamente porciones de muestra hasta completar la cantidad requerida para 
la extracción del aceite esencial (Romero Mares, 2019). 
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Procesamiento pre-extracción 
Se seleccionaron frutos frescos de Citrus limonia desechando aquellos con golpes o daños 
visibles, para Syzygium aromaticum se procedió a retirar sustancias extrañas tales como 
ramas, piedras, tierra, etc.; se lavaron con agua corriente y con agua destilada; una vez 
secas las muestras se retiró todo el epicarpio de los frutos de Citrus limonia con ayuda de 
un rallador sanitizado, mientras que las flores secas de Syzygium aromaticum se trituraron 
con ayuda de un procesador de alimentos (Ruiz Alonso 2008). 
 
3.4 Extracción de los aceites esenciales de Citrus limonia y Syzygium aromaticum 
mediante destilación por arrastre de vapor 
La extracción de los aceites esenciales se llevó a cabo por medio del método de arrastre 
de vapor. Se destiló por réplica aproximadamente 0.3 Kg de cada muestra vegetal. El 
equipo fue ensamblado según las indicaciones establecidas por Ruiz Alonso (2008) tal 
como se muestra en la ilustración 12,  tomando en cuenta la importancia fundamental del 
sello hermético en el paso del vapor desde el matraz generador hasta la materia vegetal.  
 
Ilustración 12. Ensamblaje del equipo de destilación por arrastre de vapor 
 
         Detalle de literales: (a) mechero; (b) matraz 1: generador de vapor; (c) tubos 
conectores; (d) matraz 2: materia vegetal; (e) condensador; (f) vaso de precipitación: 
recolector. 
Fuente: Autores 
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Luego de la separación del aceite esencial de la fase acuosa, se procedió a su 
deshidratación con sulfato de sodio anhidro, se centrifugó a 2500 r.p.m por 5 minutos para 
separar el aceite esencial del remanente de agua y finalmente se almacenó en un tubo de 
vidrio con cierre hermético en refrigeración hasta su posterior uso (Ruiz Alonso 2008). 
Para determinar el porcentaje de rendimiento en aceite esencial se calculó mediante la 
siguiente fórmula: 
 
El peso del producto alude al peso del AE, el cual se obtuvo despejando la masa de la 
fórmula de la densidad, de la siguiente manera: 
m = ρ x V  
La determinación de la densidad relativa y absoluta de los aceites esenciales se realizó 
mediante el método del picnómetro a 20ºC según especificaciones de la norma ISO 
279:1998 (ISO, 1998), utilizando la siguiente fórmula: 
  
Donde: 
- M: Peso del picnómetro vacío (g) 
- M1: Peso del picnómetro junto con la muestra (g) 
- M2: Peso del picnómetro con agua (g) 
3.5 Determinación cualitativa de los principales metabolitos secundarios presentes 
en los aceites esenciales de Citrus limonia y Syzygium aromaticum mediante 
cromatografía en capa fina (TLC) 
Para la determinación de los metabolitos secundarios de los aceites esenciales de Citrus 
limonia y Syzygium aromaticum se utilizaron placas TLC de sílica gel 60 F254 MERCK® 
como fase estacionaria; para la elección de la fase móvil se probaron diferentes eluyentes 
según indicaciones de “Plant drug analysis: a thin layer chromatography atlas”, 
determinando para Citrus limonia: tolueno:acetato de etilo (85:15), y para Syzygium 
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aromaticum: tolueno. Como revelador se utilizó anisaldehído-ácido sulfúrico. Los patrones 
empleados en este estudio fueron provistos por el “Proyecto de plantas medicinales del 
Departamento de Biociencias de la Universidad de Cuenca”. En  la corrida cromatográfica 
del aceite esencial de Citrus limonia se utilizaron los patrones mencionados en la tabla 15, 
empleando el modelo de siembra indicado en la ilustración 13. 
 
Tabla 15. Patrones empleados en TLC frente al aceite esencial de Citrus limonia  
Lista de patrones 
Citral 10 mg/ml en metanol 
Limoneno 10 mg/ml en metanol 
Eugenol 5 mg/ml en metanol 
α-Terpineno 5 mg/ml en cloroformo 
Geraniol 5 mg/ml en metanol 
α-Pineno 5 mg/ml en metanol 
β-Pineno 5 mg/ml en metanol 
Trans-cariofileno 5 mg/ml en cloroformo 
Fuente: Autores 
 
Ilustración 13.  Modelo de siembra de patrones y aceite esencial de Citrus limonia en la 




La confirmación del Geraniol, β-Pineno y trans-cariofileno se realizó usando corrida 
cromatográfica en fase normal y en fase reversa, para lo cual se empleó el modelo de 
siembra indicado en la ilustración 14. 
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Ilustración 14. Modelo de siembra de patrones y aceite esencial de Citrus limonia para la 
TLC confirmatoria en fase normal y fase reversa 
 
       Fuente: Autores 
 
La corrida cromatográfica del aceite esencial de Syzygium aromaticum se realizó frente a 
un patrón de Eugenol de 5 mg/ml en metanol; cuya siembra se indica en la ilustración 15. 
 
Ilustración 15: Modelo de siembra de patrones y muestra de AE para la corrida 
cromatográfica de Syzygium aromaticum  
 
            Fuente: Autores 
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Esquema 1. Flujograma de TLC 
 
Fuente: (Wagner & Bladt, 1996) 
El cálculo de los factores de retención (Rfs) se realizó de acuerdo al esquema presentado 
en la ilustración 16, la fórmula empleada fue la siguiente: 
 
Ilustración 16. Representación del cálculo del factor de retención 
 




Activar las placas de 
TLC en la estufa a 
100ºC por 1 hora 
  
Trazar líneas de 




Sembrar 5 µl de AE 
diluido en tolueno (1:9) 
y patrón/es 
  
Realizar la corrida 
cromatográfica en una 
cuba de vidrio 
  
Retirar las placas y 
proceder a su revelado 
con anisaldehído - 
ácido sulfúrico 
 
Carbonizar las placas a 
110ºC por 15 minutos, 
identificar colores y 
calcular los Rfs 
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Los cromatogramas obtenidos se presentan en el anexo 3. 
 
3.6 Actividad antimicrobiana y estimación de la CMI y CMB de los aceites esenciales 
de Citrus limonia y Syzygium aromaticum frente a Staphylococcus aureus ATCC 
25923  
Para determinar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales, en primera instancia 
se realizó una prueba de screening empleando el método estandarizado de difusión en agar 
por disco, el cual está referenciado en el manual M02 del CLSI (2005) con el objetivo de 
establecer la concentración máxima a emplear en la estimación de la concentración mínima 
inhibitoria (CMI) por el método de macrodilución en caldo; y la concentración mínima 
bactericida (CMB) mediante un subcultivo en agar Mueller Hinton de los tubos en los que 
no se observó crecimiento luego de 18 horas de incubación según indica el manual M07 - 
A10 (CLSI, 2015).  
 
3.6.1 Método de difusión en agar por disco 
Para realizar la prueba de sensibilidad antimicrobiana por difusión en agar, se utilizó un 
cultivo fresco de la cepa bacteriana de Staphylococcus aureus ATCC 25923  incubada  a 
37ºC por 18 a 24 horas antes de su respectivo uso. 
Se cortaron discos de papel filtro estándar de 6 mm de diámetro y se esterilizaron mediante 
calor húmedo a 121ºC por 15 minutos a una atmósfera de presión en un autoclave (Reyes 
et al., 2014). 
Se estandarizó el inóculo bacteriano suspendiendo de 1 a 2 unidades formadoras de 
colonias (UFC) en 5 ml de solución salina al 0.9%, se determinó la turbidez en un 
densitómetro ajustando a 0.5 en la escala de Mc Farland equivalente a 1.5 x 108 UFC de 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, posteriormente se procedió a realizar la siembra por 
estría en ángulo recto sobre una placa de agar Mueller Hinton (MH) de 5mm de espesor 
cubriendo completamente la superficie del agar (Cavalieri, et al., 2005). 
Se prepararon diferentes diluciones de AEs con agua destilada y Tween 20 esterilizados 
por calor húmedo, según se indica en la tabla 16, posteriormente se procedió a la 
emulsificación. 
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Tabla 16. Diluciones seriadas (% v/v) del Aceite Esencial (AE) con Tween 20 al 2%            
Dilución AE (% v/v) AE µl H2O µl Tween 20 µl 
100 100 - - 
80 80 18 2 
60 60 38 2 
40 40 58 2 
20 20 78 2 
10 10 88 2 
5 5 93 2 
2.5 2.5 95.5 2 
 
Fuente: (Pardo et al., 2017)  
Se impregnaron 5 µl de las diluciones de AE sobre cada disco y se colocaron sobre la 
superficie del agar Mueller Hinton (AMH) previamente inoculado con la cepa de S. aureus, 
presionando levemente para su correcta adhesión. Se procedió a incubar las placas 
invertidas a 37ªC por 24 horas, realizando la prueba por triplicado (Pardo et al., 2017). La 
metodología empleada fundamenta su técnica en el Manual de pruebas de susceptibilidad 
antimicrobiana indicadas por el National Committee for Clinical Laboratory Standards 
(Cavalieri, et al., 2005). 
Una vez culminado el tiempo de incubación se retiraron las placas de la estufa y se procedió 
a examinarlas individualmente verificando la presencia de zonas de inhibición de 
crecimiento bacteriano visualizándose de mejor manera al contrastar las placas contra una 
superficie oscura, se midió el diámetro las zonas de inhibición los cuales se reportaron en 
milímetros (Cavalieri, et al., 2005). Los resultados de la prueba de difusión en agar mediante 
discos de sensibilidad se presentan en el anexo 4. 
 
3.6.2 Macrodilución en caldo 
Partiendo de los resultados obtenidos en la prueba de difusión en agar se ensayó el método 
de macrodilución en caldo empleando para ello una batería de 10 tubos, los cuales 
contenían diluciones seriadas de AE (0.01% - 10% Citrus limonia; 0,007% - 5% Syzygium 
aromaticum) en caldo Mueller Hinton (CMH) acondicionado con tween 20 a una 
concentración final de 0.5% (v/v) en donde se inoculó la cepa de Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 previamente estandarizada a 1.5 x 108 UFC/mL y diluida en caldo hasta 
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alcanzar una concentración bacteriana de 5 x 105 UFC/mL (según recomienda la NCCLS) 
aproximadamente luego de su incorporación a cada una de las diluciones de AE. Se añadió 
también un tubo de control de crecimiento y otro como control de esterilidad (CLSI, 2015). 
 
Para realizar el seriado de las diluciones de los AEs, en primera instancia se preparó una 
solución stock de AE en CMH/0.5% Tween 20, a continuación se procedió como indica la 
tabla 17. 
S. stock de AE de Citrus limonia 40 % (v/v): 2000 ul AE + 3000 ul CMH 
S. stock de AE de Syzygium aromaticum 20 % (v/v): 1000 ul AE + 4000 ul CMH  
 
Tabla 17. Diluciones seriadas del AE de Citrus limonia y Syzygium aromaticum para la 
prueba de macrodilución en caldo 
 
Diluciones seriadas de AE de Citrus 
limonia 
  





























500    500  20 
S. 
Stock 




500    1500  10 
S. 
Stock 




500    3500  5 
S. 
Stock 
500    3500  2,5 
4 3 500    500  2,5 3 500    500  1,2 
5 3 500    1500  1,2 3 500    1500  0,6 
6 3 500    3500  0,6 3 500    3500  0,3 
7 6 500    500  0,3 6 500    500  0,15 
8 6 500    1500  0,15 6 500    1500  0,07 
9 6 500    3500  0,07 6 500    3500  0,03 
1
0 
9 500    500  0,03 9 500    500  0,01 
  * CMH: Caldo Mueller Hinton 
  * [CI]: Concentración inicial 
Fuente: Autores 
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Preparación del inóculo bacteriano 
Tras la estandarización del inóculo bacteriano a una concentración aproximada de 1.5 x 108 
UFC/ml se procedió a la dilución del mismo como indica en el esquema 2. 
 




La incorporación del inóculo se llevó a cabo como se indica en la tabla 18. Posterior a esto 
los tubos se incubaron a 37 °C ± 2 durante 18 horas. 
  
Tabla 18. Incorporación del inóculo bacteriano a las diluciones de AEs. 
Incorporación del inóculo de S. aureus 
Diluciones seriadas de AE de Citrus 
limonia 
 









(ul) (1:1)  








(ul) (1:1)  
[CF]             
(% v/v) 
1 1000  10 1 1000  5 
2 1000 5 2 1000  2,5 
3 1000  2,5 3 1000  1,2 
4 1000  1,2 4 1000  0,6 
5 1000  0,6 5 1000  0,3 
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6 1000  0,3 6 1000  0,15 
7 1000  0,15 7 1000  0,07 
8 1000  0,07 8 1000  0,03 
9 1000  0,03 9 1000  0,01 
10 1000  0,01 10 1000  0.007 
    * [CF]: Concentración final 
Fuente: Autores 
 
Determinación de la CMI y CMB 
Luego de 18 horas de incubación se estimó la CMI correspondiente al tubo con la menor 
concentración de AE que fue capaz de inhibir el crecimiento visible de S. aureus. 
 
A partir del tubo que presentó la CMI de forma ascendente a las concentraciones se 
procedió a realizar subcultivos, colocando 100 ul de cada tubo en cajas de agar Mueller 
Hinton por la técnica de extensión en agar con asa de Drigalsky. Se incubó a 37 °C y se 
evaluó el crecimiento bacteriano a las 24, 48 y 72 horas, estableciendo como la CMB a la 
caja que no presente crecimiento alguno perteneciente al tubo de menor concentración del 
cual proviene el inóculo. Los resultados obtenidos en la prueba de macrodilución se 
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CAPÍTULO 4 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Los resultados obtenidos del análisis fitoquímico por TLC de los aceites esenciales de Citrus 
limonia y Syzygium aromaticum fueron comparados con datos bibliográficos existentes 
referente a estas especies, con el fin de asegurar que las muestras vegetales analizadas 
en este estudio corresponden realmente a las especies en cuestión; al igual que se asoció 
el rendimiento de cada AE. La determinación de la actividad antimicrobiana fue expresada 
en base a los resultados obtenidos en la prueba de macrodilución en caldo en donde se 
estableció la CMI y la CMB de cada uno de los aceites investigados. 
4.1.  Rendimiento de los aceites esenciales de Citrus limonia y Syzygium aromaticum 
El rendimiento de los aceites esenciales de Citrus limonia y Syzygium aromaticum, fueron 
expresados en porcentaje de rendimiento, así, los valores obtenidos fueron del 0.64% y 
1.19% respectivamente. 
 
Tabla 19. Rendimiento de los aceites esenciales de  Citrus limonia y Syzygium aromaticum 
AE Materia prima (kg) % Rendimiento 





Syzygium aromaticum es una de las pocas especies vegetales que pueden alcanzar un 
rendimiento en aceite esencial superior al 1 % como se puede evidenciar en este caso, al 
igual que lo reportado por Castaño Sepúlveda (2012) quien obtuvo hasta un 3.1 % de 
rendimiento en aceite esencial de clavo de olor, mientras que, Navarrete et al. (2010) 
reporta para el género Citrus una tasa de rendimiento aproximada del 0.5%. A pesar de que 
los rendimientos obtenidos en este estudio varían en relación a los datos reportados por 
Castaño Sepúlveda (2012) en el caso de Syzygium aromaticum, el mismo autor menciona 
que esta propiedad podría encontrarse relacionada directamente a los criterios de 
extracción como la especie, el método de extracción empleado, frescura, entre otros, los 
cuales pueden afectar su rendimiento así como la composición química y las propiedades 
fisicoquímicas de los aceites esenciales. 
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4.2 Factores de retención y caracterización colorimétrica de los analitos presentes 
en el aceite esencial de Citrus limonia por TLC 
La identificación de los analitos presentes en el aceite esencial de Citrus limonia se realizó 
mediante el cálculo y comparación de los factores de retención obtenidos a partir de cada 
mancha formada en el cromatograma con el de sus respectivos patrones. En la tabla 20 se 
presentan los Rfs y características colorimétricas obtenidas en la TLC del aceite esencial 
de Citrus limonia.  
 
Tabla 20. Factores de retención y caracterización colorimétrica de los analitos presentes 
en el aceite esencial de Citrus limonia  y patrones empleados por TLC 
Analito Rf Muestra Rf Patrón Color Muestra Color Patrón 
Citral 0.94 0.94 Naranja Naranja 
Limoneno 0.78 0.78 Azul Celeste 
Eugenol 0.54 0.52 Verde pardo Verde pardo 
Geraniol 0.34 0.34 Azul oscuro Púrpura 
α-terpineno 0.23 0.23 Verde oscuro Verde oscuro 
α-pineno 0.47 0.47 Azul claro Pardo 
Trans-
cariofileno 
0.99 0.99 Púrpura Rosa 
β-pineno --- --- --- --- 
Fuente: Autores 
 
Si bien los Rfs obtenidos en la TLC del aceite esencial de Citrus limonia coinciden con el 
de los patrones, las características colorimétricas difieren en el caso del limoneno, α-pineno, 
geraniol y trans-cariofileno, esto puede deberse a que los analitos presentes en el aceite 
esencial no se encuentran completamente puros por lo que pueden presentar variaciones 
en el color debido a una mezcla de sustancias con un mismo Rf, como indican Ruiz et al. 
(2015). 
Tras presentarse variaciones en la identificación colorimétrica del cromatograma del AE de 
Citrus limonia de los compuestos limoneno, α-pineno, geraniol y trans-cariofileno se decidió 
emplear una segunda prueba confirmatoria en fase reversa con placas de TLC C18. 
Cuando no es posible obtener una separación satisfactoria de los analitos utilizando NPC 
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cuya fase estacionaria polar se constituye principalmente de sílice no modificada, es posible 
utilizar RPC donde la fase estacionaria se conforma de sílice funcionalizada con cadenas 
de organosilanos de longitudes de carbonos específicas (C2, C8 y C18), la cual aumenta 
su apolaridad conforme aumenta el número de carbonos, lo que  permite una mayor 
retención de compuestos apolares como los que constituyen los AE. Así, los analitos 
identificados en el aceite esencial de Citrus limonia mediante la comparación de los valores 
de Rfs calculados en el cromatograma tanto en NPC como RPC frente a los valores de Rfs 
de los patrones empleados coincidieron, comprobando de esta manera la presencia de los 
compuestos investigados. (Esquivel & Leal, 2004) 
 
Rojas et al. (2013) mencionan que en el aceite esencial obtenido del epicarpio de Citrus 
aurantifolia es posible encontrar grandes concentraciones de limoneno y terpineno, 
coincidiendo con Contreras et al. (1980), los cuales en su estudio realizado con el aceite 
esencial de Citrus aurantifolia (limón de pica) y Citrus limonium (limón génova), indican que 
los cítricos en general poseen limoneno como principal componente, además de otros como 
trans-cariofileno, geraniol, citral, eugenol, α-pineno, y α-terpineno en diferentes 
proporciones coincidiendo con los resultados obtenidos en el presente estudio.  
 
Navarrete et al. (2010) Demuestran la presencia de  β-pineno como el segundo componente 
más abundante en el aceite esencial de estos cítricos, sin embargo, este no se logró 
identificar en el aceite esencial de Citrus limonia  lo cual podría deberse a que la 
caracterización química de los aceites esenciales varía en función de la especie, factores 
ambientales y zona de cultivo tal como indican Ruiz et al. (2015); por otra parte otras de las 
razones podría asociarse al método empleado ya que si bien este permite identificar 
cualitativamente la presencia de una gran variedad de compuestos en base a patrones 
establecidos, su sensibilidad es baja cuando de concentraciones mínimas se trata.  
 
4.3  Factores de retención y caracterización colorimétrica de los analitos presentes 
en el aceite esencial de Syzygium aromaticum por TLC 
Para la identificación de los componentes del aceite esencial de Syzygium aromaticum se 
procedió de la misma manera que con el aceite esencial de Citrus limonia en base a los 
factores de retención, sin embargo en este caso se determinó únicamente la presencia de 
eugenol en el cual los Rfs tanto de la muestra como del patrón empleado coinciden y el 
análisis colorimétrico obtenido es idéntico en ambas manchas.  
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Tabla 21. Factores de retención y caracterización colorimétrica de los analitos presentes 
en el aceite esencial de Syzygium aromaticum  y patrones empleados por TLC. 
Analito Rf Muestra Rf Patrón Color Muestra Color Patrón 
Eugenol 0.52 0.52 Verde pardo Verde pardo 
Fuente: Autores  
La presencia de eugenol en esta investigación es comparable a la realizada por Aguilar & 
López Malo (2014) con el aceite esencial de Syzygium aromaticum en donde determinaron 
su composición, indicando como principal constituyente al eugenol seguido de acetato de 
eugenilo, aunque también presenta bajas concentraciones de cariofileno, α-humuleno, α-
bergamoteno, entre otros. Srivastava et al. (2005) tras realizar un estudio en el clavo de 
olor de la India y Madagascar, determinó que el principal constituyente de sus aceites 
esenciales es el eugenol, seguido en este caso de β‐cariofileno, confirmando de esta 
manera la afirmación hecha por Ruiz et al. (2015) sobre la variabilidad de la composición 
química de los aceites esenciales respecto a distintos factores entre los cuales menciona 
la zona de cultivo, sin embargo, ambos coinciden en que el eugenol es el principal 
constituyente del aceite esencial de Syzygium aromaticum. 
 
Souza et al. (2016) y Barros et al. (2018) coinciden con los autores antes detallados, 
demostrando que el aceite esencial de Syzygium aromaticum se encuentra conformado en 
gran porcentaje por eugenol. Basado en estos antecedentes se realizó la investigación de 
eugenol en la muestra de aceite esencial de clavo de olor, confirmando su presencia tras 
comparar los valores de Rf y coloración del cromatograma frente al patrón empleado, 
obteniendo valores idénticos que corroboran dicha afirmación.  
 
Debido a que los aceites esenciales constituyen mezclas de una gran variedad de 
compuestos, pudiendo llegar a existir hasta 100 tipos diferentes, se requieren emplear 
métodos instrumentales complejos y costosos para poder describir todas estas sustancias; 
razón por la cual en este estudio se decidió profundizar únicamente en aquellos más 
representativos basándose en investigaciones existentes referente a estas especies (Ruiz, 
et al., 2015).  
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Debido a que los resultados obtenidos del análisis fitoquímico por TLC de los AEs 
analizados en este estudio confirman la presencia de los componentes más representativos 
mencionados en la bibliografía, se puede asegurar que las muestras estudiadas 
corresponden efectivamente en el caso del limón al género Citrus y del clavo de olor a 
Syzygium aromaticum.   
 
4.4 Determinación de la actividad antimicrobiana de los AEs de Citrus limonia y 
Syzygium aromaticum frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 por difusión en 
agar 
Los resultados obtenidos en la prueba de difusión en agar fueron expresados en milímetros 
luego de  medir los halos de inhibición formados a diferentes concentraciones de aceite 
esencial, los mismos que se presentan en la tabla 22.  
 
Tabla 22. Medias de los halos de inhibición resultantes de la prueba de difusión en agar 




*DS: Desviación estándar 
*IC: Intervalo de confianza 
Fuente: Autores 
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Se calculó la media de los halos de inhibición formados en cada concentración ensayada y 
se ajustó a un intervalo de confianza del 95 % para asegurar que todos los valores obtenidos 
se encuentran dentro del mismo sin presentar variaciones significativas. 
 
De acuerdo con  Ramírez y Marín (2009) los halos de inhibición cuyo diámetro es mayor a 
6 mm (diámetro del disco de papel filtro) evidencian la actividad antimicrobiana de los 
aceites esenciales, de tal manera que mientras mayor sea el diámetro se consideraría una 
mayor actividad antimicrobiana. Si bien las dos especies estudiadas demostraron una 
marcada inhibición frente a la cepa de Staphylococcus aureus, fue Syzygium aromaticum 
quien exhibió una mayor actividad en comparación con Citrus limonia lo cual se vio reflejado 
por el diámetro de los halos de inhibición manifestados. 
 
4.5 Resultados obtenidos por el método de macrodilución en caldo: CMI y CMB de 
los aceites esenciales de Citrus limonia y Syzygium aromaticum 
 
Tabla 23. Control de crecimiento de Staphylococcus aureus en la determinación de la CMI  
las 18 horas. 




























5% - - - 
5% - - - 2,5 - - - 
2,5 - - - 1,2 - - - 
1,2 - - - 0,6 - - - 
0,6 - - - 0,3 - - - 
0,3 + + + 0,15 + + + 
0,15 + + + 0,07 + + + 
0,07 + + + 0,03 + + + 
0,03 + + + 0,01 + + + 




*(+): crecimiento positivo 
*(-): sin presencia de crecimiento visible 
Fuente: Autores 
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Tabla 24. Control de crecimiento de Staphylococcus aureus en la determinación de CMB 
durante 72 horas. 
 
          [C] 
24 H 48 H 72 H 











10% - - - - - - - - - 
5% - - - - - - - - - 
2,5 - - - - - - - - - 
1,2 + + + + + + + + + 
0,6 + + + + + + + + + 
0,3 + + + + + + + + + 
0,15 + + + + + + + + + 
0,07 + + + + + + + + + 
0,03 + + + + + + + + + 


















5% - - - - - - - - - 
2,5 - - - - - - - - - 
1,2 - - - - - - - - - 
0,6 + + + + + + + + + 
0,3 + + + + + + + + + 
0,15 + + + + + + + + + 
0,07 + + + + + + + + + 
0,03 + + + + + + + + + 
0,01 + + + + + + + + + 




*(+): crecimiento positivo 




 Leonardo Enrique Castro Garzón 
Dario Vinicio Castro Urdiales                                                                                                      Página | 60                                                                                       
Tabla 25. CMI y CMB de los aceites esenciales de Citrus limonia y Syzygium aromaticum 
frente a Staphylococcus aureus 
 
 
AE de Citrus limonia                 
(% v/v) 
AE de Syzygium aromaticum 
(% v/v) 
Control positivo 
CN    (ug/ml) 
 CMI CMB CMI CMB CMI CMB 
R1 0.6 2.5 0.3 1.25 
0.25 2 R2 0.6 2.5 0.3 1.25 
R3 0.6 2.5 0.3 1.25 
Media 0.6 2.5 0.3 1.25 0.25 2 
DS 0 0 0 0 0 0 
IC 95 % 0.6 2.5 0.3 1.25 0.25 2 
 
*CMI: concentración mínima inhibitoria 
*CMB: concentración mínima bactericida 
*CN: gentamicina 
*R: replica 
*DS: desviación estándar 
*IC: índice de confianza 
Fuente: autores   
 
En las tablas 23 y 24 se presentan los resultados obtenidos tras realizar la prueba de 
macrodilución en caldo los cuales se encuentran expresados en función del crecimiento 
(positivo o negativo) frente a cada concentración de aceite esencial ensayada en dicha 
prueba. A partir de estos resultados se establecieron la CMI y la CMB como se observa en 
la tabla 25, ambos aceites esenciales mostraron efecto inhibitorio frente a las cepa de 
Staphylococcus aureus, sin embargo, la actividad antimicrobiana manifestada por el aceite 
esencial de Syzygium aromaticum es mayor, coincidiendo con la prueba de difusión en agar 
realizada previamente (tabla 22). En este caso la capacidad inhibitoria de los aceites 
esenciales se evidenció por la CMI y la CMB las cuales mostraron concentraciones 
inferiores en el aceite esencial de clavo de olor. 
Los datos obtenidos fueron comparables con los presentados por Argote et al. (2017) y Fu 
(2007), quienes realizaron la determinación de la concentración mínima inhibitoria de los 
aceites esenciales del género Citrus y la especie Syzygium aromaticum respectivamente 
frente a Staphylococcus aureus, obteniendo valores de 0.6 % - 0.7 % para Citrus  y  0.125 
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% (v/v) para Syzygium aromaticum. Se observa una ligera variación con el resultado 
obtenido por Fu (2007) por lo que es importante considerar ciertas variables como el método 
de extracción del aceite esencial y el origen de la especie vegetal; Si bien el método utilizado 
en la determinación de la concentración mínima inhibitoria por los autores en mención es la 
microdilución, se dispone de revisiones bibliográficas que aseguran que las técnicas de 
macrodilución y microdilución son comparables difiriendo únicamente en el volumen de 
materia empleada (Carmilema, et al., 2010; Hamad, et al., 2017; Ramirez & Marín, 2009). 
(Hamad, et al., 2017; Mahamat, et al., 2017; Mohamed, et al., 2018 & Soares, et al., 2019) 
determinaron la CMI del aceite esencial de Syzygium aromaticum frente al microorganismo 
en cuestión indicando los siguientes resultados: 250 ug/ml, 635 ppm, 0.01 % (v/v), 2 % (v/v); 
indicados por cada autor respectivamente, demostrando resultados diferentes entre sí y a 
los obtenidos en este proyecto, por lo que se hace gran énfasis a las variables antes 
mencionadas. 
Millezi et al. (2014) determinaron la CMI del aceite esencial de Citrus limonia Frente a S. 
aureus la cual presentó un valor del 10 %; dicho resultado difiere en gran medida al obtenido 
en el presente estudio lo cual puede verse influenciado principalmente por el método ya 
que dicho autor emplea la técnica de difusión en agar.   
Fu et al. (2007) y Soares et al. (2019) determinaron la CMB del aceite esencial de Syzygium 
aromaticum en donde obtuvieron valores de 0.250 % y 4 % (% v/v) respectivamente; Souza 
et al. (2016) por otra parte también determinó la CMB del aceite esencial de clavo de olor 
resultando este en 0.5 %. En este estudio la CMB resultante del mismo AE fue de 1.25 % 
el cual resultó dos diluciones más alta en relación a la CMI. Los datos obtenidos varían 
entre los diferentes estudios realizados por lo que no son comparables; por otra parte no 
se dispone de bibliografía referente a la CMB del AE de Citrus limonia por lo que únicamente 
su valor se asocia a la capacidad bactericida presentada por dicho aceite.  
La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales puede relacionarse directamente a su 
composición química, ya que como menciona Stashenko (2009), tanto los monoterpenos, 
sesquiterpenos y algunos derivados fenólicos constituyentes principales de la mayoría de 
aceites esenciales presentan actividad antimicrobiana por lo que la actividad reflejada en la 
prueba de difusión en agar y la macrodilución en caldo puede estar estrechamente ligada 
a los analitos identificados en la prueba de TLC, en donde se demostró la presencia de 
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limoneno en Citrus limonia y eugenol en Syzygium aromaticum, entre otros compuestos, 
los cuales se presentan en el apartado 4.2 y 4.3 de este estudio.  
Argote et al. (2017) indican que la actividad antimicrobiana del AE de diferentes cítricos 
puede atribuirse principalmente al limoneno, monoterpeno que se encuentra en mayor 
proporción de acuerdo a estudios realizados en estas especies. Pardo et al. (2017) 
determinaron la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Citrus reticulata, en donde 
mencionan que dicha actividad puede deberse a la presencia de una gran variedad de 
componentes, haciendo énfasis en compuestos monoterpénicos como son terpineno, 
limoneno y pineno.  
Aguilar & López Malo (2014) tras determinar la actividad antimicrobiana del aceite esencial 
de Syzygium aromaticum frente a diversos microorganismos indicaron que la efectividad 
como agente antimicrobiano de dicho aceite puede deberse a que presenta compuestos 
fenólicos como el eugenol y acetato de eugenilo en su composición. También menciona 
que estos aceites esenciales en general tienen mayor efecto antimicrobiano en bacterias 
Gram positivas que en Gram negativas, lo que permitiría explicar la capacidad inhibitoria 
que presentó el aceite esencial de Citrus limonia (limón mandarina) sobre Staphylococcus 
aureus, evidenciado claramente tras la elaboración del presente estudio. Pandima et al. 
(2010) evaluaron la actividad antimicrobiana del eugenol, demostrando que este generaba 
daño irreversible a nivel de la pared y membrana celular bacteriana tras la exposición directa 
a dicho agente provocando consecuentemente la muerte bacteriana. 
Zekaria (2008) y Pastrana et al. (2017) mencionan que los mecanismos de acción de los 
aceites esenciales no se encuentran del todo definidos sino que se presume que existe una 
acción sinérgica entre los componentes de la mezcla interactuando con las diferentes 
estructuras de la célula bacteriana, sin embargo, se cree que estos mecanismos se 
relacionan en mayor medida a una acción sobre la membrana plasmática produciendo daño 
en cada una de las capas de polisacáridos, ácidos grasos y fosfolípidos provocando su 
permeabilización, pérdida de iones, reducción del potencial de membrana, alteración de la 
bomba de protones y agotamiento de las reservas de ATP; también se puede producir la 
coagulación del citoplasma y pérdida de macromoléculas, lo que lleva a la lisis celular. 
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CONCLUSIONES 
Concluido el presente proyecto se pudo llegar a las siguientes conclusiones: 
 
Fue posible extraer el aceite esencial del epicarpio del limón mandarina (Citrus limonia) y 
de las flores desecadas de clavo de olor (Syzygium aromaticum) a través de la destilación 
por arrastre de vapor, obteniendo un rendimiento de 0.64% y 1.19% respectivamente. 
 
A través de la cromatografía en capa fina (TLC) fue posible identificar colorimétricamente y 
según los factores de retención la presencia de los principales metabolitos secundarios de 
Citrus limonia (limoneno, citral, eugenol, α-pineno, geraniol, α-terpineno y trans - cariofileno) 
y de Syzygium aromaticum (eugenol), los mismos que se encuentran descritos en las 
referencias bibliográficas, con lo que se aseguró que las muestras estudiadas corresponden 
a dichas especies. 
 
Se valoró la actividad antimicrobiana in vitro de los aceites esenciales de Citrus limonia y 
de Syzygium aromaticum contra la bacteria Staphylococcus aureus subsp. aureus cepa 
ATCC 25923 mediante el método estandarizado de macrodilución en caldo, obteniendo una 
CMI de 0.6 % para el aceite esencial de Citrus limonia y 0.3 % para Syzygium aromaticum; 
y una CMB de 2.5 % y 1.25 % respectivamente mediante el método estandarizado de 
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RECOMENDACIONES 
Una vez concluido el estudio se pueden establecer las siguientes recomendaciones: 
 
Para poder optimizar el rendimiento de los aceites esenciales, sería recomendable emplear 
un destilador industrial. 
 
Si bien este estudio permitió hacer una determinación cualitativa de los metabolitos 
secundarios de los AEs en cuestión, sería necesario realizar un análisis mediante 
cromatógrafo de gases acoplado a espectrómetro de masas (GC-MS) para tener una 
estimación exacta en cuanto a su composición cualitativa y cuantitativa. 
 
Se recomienda realizar la determinación de la CMI de los aceites esenciales estudiados 
mediante el método de microdilución en caldo, con el fin de comparar los resultados 
obtenidos y establecer posibles variaciones relacionadas al método empleado. 
 
Es recomendable realizar ensayos preliminares para la determinación de la concentración 
adecuada de Tween 20 que se va a emplear en la formulación de las emulsiones para la 
prueba de macrodilución; ya que en este proyecto se evidenció que existe variación en la 
estabilidad de las emulsiones a diferentes concentraciones de aceite esencial y entre los 
dos aceites investigados debido a sus características físico-químicas. 
 
Basado en los resultados obtenidos en este proyecto se recomienda realizar adicionalmente 
estudios químicos y farmacológicos en estas especies vegetales ya que como se observó, 
presentan una importante actividad antimicrobiana lo que podría servir como una base para 
el desarrollo científico de posibles alternativas antimicrobianas en diferentes campos 
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ANEXOS 
ANEXO 1 
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ANEXO 3 
Determinación colorimétrica y cálculo de factores de retención del cromatograma obtenido 




 Leonardo Enrique Castro Garzón 
Dario Vinicio Castro Urdiales                                                                                                      Página | 80                                                                                       
Cromatograma obtenido a partir del aceite esencial de Citrus limonia utilizando 
cromatografía en fase normal 
 
         *P: patrón 
Fuente: Autores 
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Cromatograma obtenido a partir del aceite esencial de Citrus limonia utilizando 
cromatografía en fase reversa. 
 
*P: patrón 
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ANEXO 4 
Método de difusión en agar por discos. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de 
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Método de difusión en agar por discos. Control negativo (Agua destilada), Tween 20 y 




Determinación de la CMI del aceite esencial de Citrus limonia (arriba) y Syzygium 
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CMI control positivo de gentamicina empleado en el método de macrodilución en caldo 
 
Fuente: Autores 
Determinación de la CMB del aceite esencial de Citrus limonia (arriba) y Syzygium 
aromaticum (abajo) mediante la técnica de macrodilución en caldo.  
 
 
 Leonardo Enrique Castro Garzón 
Dario Vinicio Castro Urdiales                                                                                                      Página | 85                                                                                       
Fuente: Autores 





● Agar: es una sustancia derivada de algunas algas la cual se encuentra compuesta 
de polisacáridos lo que le da una característica gelatinosa. 
● Antiespasmódico: son sustancias que ayudan a controlar las contracciones 
involuntarias y dolorosas del músculo liso del intestino conocidas como espasmos. 
● Antihelmíntico: son sustancias o medicamentos empleados en el control de 
infecciones generadas por helmintos, vermes o lombrices. 
● Aldehídos: son compuestos orgánicos caracterizados por contener en su estructura 
el grupo funcional - CHO. 
● Alcoholes: son compuestos orgánicos que contienen dentro de su estructura uno o 
más grupos Hidroxilo (-OH).   
● Antiséptico: son sustancias antimicrobianas destinadas a ser colocadas sobre los 
tejidos vivos para evitar una posible infección.  
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● Antioxidante: son moléculas o sustancias que tienen la propiedad de evitar o 
retardar la oxidación de ciertas moléculas constituyentes de las células o de su 
entorno.  
● Ácido teicoico: son polímeros que constituyen la pared celular de la bacterias gram 
positivas.  
● Bactericida: son sustancias que presentan la capacidad de matar microorganismos 
unicelulares principalmente bacterias. 
● Biofilms: es un ecosistema conformado por una o varias especies de 
microorganismos los cuales forman una película sobre una superficie viva o inerte. 
● Cetonas: son compuestos orgánicos caracterizados por presentar en su estructura 
el grupo carbonilo unido a dos radicales (R1-CO-R2).  
● Células oleíferas: son células especializadas constituyentes de la estructura de 
varias familias de plantas, las cuales se caracterizan por presentar un contenido 
oleoso en su interior. 
● Destilación: es un método físico de separación de sustancias la cual se basa en la 
evaporación de una mezcla de líquidos con puntos de ebullición diferentes para 
luego ser condensado. 
● Enterotoxina: son sustancias resultantes del metabolismo de ciertos 
microorganismos, las cuales son tóxicas para el ser humano generando 
principalmente enfermedades de tipo intestinal. 
● Fitoquímica: es una ciencia que se encarga del estudio de la composición de las 
distintas especies vegetales. 
● Fungicida: son sustancias empleadas para eliminar mohos y hongos que parasitan 
ya sea plantas, animales o el ser humano. 
● Hemolisinas: son sustancias de caracteri liìdico o proteínico que produce lisis en 
los glóbulos rojos. 
● Peristaltismo: es un mecanismo de contracción y relajación producidos en el tubo 
digestivo el cual tiene como finalidad facilitar el avance del contenido alimentario.  
● Prevalencia: es la proporción de una población que presentan un evento o 
característica en un momento o tiempo determinados. 
● Peptidoglicanos: es un polímero constituido por unidades de N-acetilglucosamina 
y ácido N- acetilmurámico, es el principal constituyente de la envoltura celular de las 
bacterias. 
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● Quimiotaxis: es una reacción de orientación que presentan las células ante 
diversos estímulos químicos. 
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GALERÍA DE FOTOS 




Flores secas de Syzygium aromaticum expendidas en centros de abasto cercanos al 
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Proceso de selección de materia prima. Frutos de Citrus limonia (izquierda) Flores 
desecadas de Syzygium aromaticum (derecha) 
 
 
Proceso de reducción de tamaño del epicarpio de Citrus limonia (izquierda) y  flores 
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Pesaje de epicarpio troceado de Citrus limonia (izquierda) y florez secas trituradas de 
Syzygium aormaticum (derecha), ajustando los 0.3 Kg para cada réplica de destilado 
 
 
Separación del AE de la fase acuosa en un embudo de decantación (izquierda). 
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Método del picnómetro realizado a 20ºC según especificaciones de la norma ISO 
279:1998 
Peso del picnómetro vacío (M) Peso del picnómetro + AE de Citrus 
limonia (M1) 
  
Peso del picnómetro + AE de 
Syzygium aromaticum (M1) 




 Leonardo Enrique Castro Garzón 
Dario Vinicio Castro Urdiales                                                                                                      Página | 92                                                                                       
Cromatogramas obtenidos en pruebas para determinar el mejor eluyente y revelador a 
partir del aceite esencial de Citrus limonia 
 
 
Cromatogramas obtenidos en pruebas para determinar el mejor eluyente y revelador a 
partir del aceite esencial de Syzygium aromaticum 
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Patrones empleados en el análisis fitoquímico por cromatografía en capa fina (TLC) 
 
Procedimiento de corrida cromatográfica por TLC realizada durante la fase experimental 
de la presente tesis 
Activación de las placas 
cromatográficas 101ºC por 1 hora 
Delimitación de la siembra (0.7 mm a 
cada lado), intervalos (0.5 mm), frente 
del eluyente (10 cm) 
  
Dilución del aceite esencial con 
tolueno 1:9 
Preparación de la fase móvil tolueno-
acetato de etilo 85:15 
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Siembra de 5 µl de AE (muestra) Siembra de 5 µl de c/u patrón  
  
Corrida cromatográfica 
(aproximadamente 30 minutos) 
Revelado con anisaldehído/ácido 
sulfúrico 
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Carbonización en estufa de secado 100ºC (izquierda) para lectura de 
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Esterilización de la perforadora por calor seco (160ºC por 2 horas)   
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Discos de papel filtro de 6 mm de diámetro  
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Crecimiento de Staphylococcus aureus subsp. aureus cepa ATCC 25923 en agar nutritivo 
enriquecido con sangre al 5% después de 24h a 37ºC 
 
 
Factor de Mc Farland 0.5 (Suspensión de colonias de Staphylococcus aureus subsp. 
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Diluciones seriadas (%) del Aceite Esencial de Citrus limonia (arriba) y Syzygium 
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Inoculación de las respectivas diluciones de AE en cada disco 
 
 
Determinación de la CMI de los AEs por el método de macrodilución 
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